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E' muito conhecido o fenomeno imunolog:co observado pela 
primeira vez por Kraus, em 1897, no qual o sôro sanguíneo de 
um animal ;munisado, misturado com produtos soluveis de cul-
turas microbianas homologas, obtidos por centrifugação ou por 
filtrados, dão em resultado modificações que se caracteri~am pelo 
c;parecimento de um precipitado ou floculo, graças á presença nos 
sôros imunes de precipitinas ou floculinas. 
E' indiscutível que existe uma estreita analogia entre os fe-
nomenos imunologicos d~ precip:tação e de aglutinação. Em am-
bos se conglomeram em flocos os corpusculos maiores ou menores 
que se encontram no liquido: no fenomeno da aglutinação são 
microbios, esporos, globulos vermelhos, etc.; no da precipitação 
ot• floculação são corpusculos muito pequenos) de naturesa coloi-
dal, que se acham em estado de pseudo-solução e que são "tão 
finos ás vezes que não comunicam ao liquido alguma opacidade 
perceptível" (Bordet) {1). 
Denominam-se aglutininas os anticorpos que aglomeram os 
corpusculos maiores e precipitinas os que agem sobre os menores, 
de naturesa coloidal, mas sendo ambos da mesma essencia, apre-
sentando esses fenomenos a mesma interpretação. 
Os trabalhos de Kraus foram feitos desde o inicio com o Vi-
brião colerico, B. tifico e B. pestoso no estudo das precipitinas dos 
( *) Trab. apresentado ú Sociedade de Biol. de S. Paulo (Se-
mana Biologica, Set. 1931). 
(1) J. Bordet - Traité de l'immunité dans les maladies in-
fectieuscs - 1920, pg. 331. 
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sôros imunes, agindo sobre produtos microbianos (bacterioprecipi· 
tinas) ; T chistovitch e Bordet (1899) estudaram, identicamente 
.JS precipitinas agindo sobre as materias albuminoides de origem 
animal (zooprecipitinas); cabendo a ]acoby (1900), o inicio des 
ses estudos referentes aos vegetaes ( fitoprecipitinas) . 
Os sôros antimicrobianos têm, alem da ação aglutinante, essa 
propriedade floculante ou precipitante que desde os primeiros es· 
tudos foi apresentada como um fenomeno imunologico especifico. 
--o--
A perfeita analogia desses fenomenos vem, ultimamente, sen· 
do estudada no sentido de se reforçar a reação de aglutinação jun· 
tamente com a precipitação ou floculação, aproveitando-se as 
aglutininas e as precipitinas que coexistirem nos sôros imunes, re-
sultando da sinergia desses anticorpos um nitido reforço da re-
ação. E' o que os estudos recentes denominam de floculo-agluti-
nação. 
M. Weinberg e ]. Barotte (2) estudando as propriedades de 
diversos sôros antimicrobianos e antitoxicos, observaram que o po-
der aglutinante desses sôros apresentava grandes diferenças con-
forme agissem sobre as culturas diluidas ou sobre os microbios 
das mesmas culturas, centrifugados e novamente emulsionados em 
agua fisiologica. 
Tomaram uma cultura de 24 horas de B. perfringens em cal-
de glicosado a 2%, diluindo-a em agua fisiologica até obterem 
uma opacidade propria á aglutinação, e tambem uma emulsão de 
microbios da mesma cultura, centrifugados e emulsionados em 
agua fisiologica. Submetendo cultura e emulsão á aglutinação 
com um sôro de cavalo imunisado com injeções de culturas de B. 
perfringens, observaram que no fim de 3 a 4 horas de permanen-
cia na estufa a 37°, a aglutinação nos tubos com a cultura dilui-
da atingiu a 1120.000, ao passo que a feita só com os microbios 
emulsionados em agua fisiologica estava aglutinado apenas a I i 10. 
Na segunda leitura, feita após 24 horas de permanencia r.a tem-
(2) Synergie dcs anticorps. Annales de l'Insliluc Pastcur, 
fuin, 1928, n." fi. 
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peratura ambiente, ou na geladeira, a aglutinação com a cultura 
foi até 1 j40.000; atingindo a 1j1 0.000 a que fora feita com a 
emulsão. 
E' evidente que na aglutinação feita com a cultura, que con-
serva os produtos soluveis dos microbios, houve a acção conjuga-
da das aglutininas e precipitinas do sôro: aquellas agindo sobre 
os microbios e estas sobre os seus produtos soluveis. Ac passo 
que na outra, feita com os microbios centrifugados e emulsiona-
dos, apenas se dá a aglutinação, isto é, aglomeram-se e deposi-
tam-se só os microbios. 
J~ em 1898 Nicolle (3) di2ia que a substancia soluvel ou fii-
travel dos microbios, nas reações de precipitação, "dão igualmen-
te lugar á produção de grumos bem visíveis a olho nú e identicos 
:w microscopia aos grumos microbianos, apresentando reacções 
semelhantes em relação ás materias corantes". 
A synergia dessas duas reações é melhor observada usando-se 
ema cultura. 
Contudo, uma aglutinação feita com germens centrifugados 
c emulsionados em agua fisiologica toma-se quasi igual em inten-
sidade á feita com culturas, desde que na primeira sejam adicio-
nadas algum4s gotas dos produtos sofu,eis da cultura. Este fato 
tambem foi muito bem observado por W einberg e Barotte em 
cxperiencias com o B. perfringens. 
--o-
o fim deste nosso trabalho é aplicar esses novos conhecimen-
tos sobre floculo-aglutinação ao sôro-diagnostico das febres tifoi-
de e paratifoides, para o que repetimos essas experiencias usando 
bacilos tifico e paratificos A e B, verificando o auxilio que nos 
podtria prestar a sinergia dos anticorpos na Reacção de Widal. 
T omámos o bacilo tifico 26, submetendo-o ás seguintes ex-
periencias: a) aglutinação da emulsão (cultura em gelose) de-
pois de centrifugada e emulsionada em agua fisiologica; b) aglu-
tinação dos germens centrifugados e emulsionados como em "a", 
(3) Chartes ~icolle - Recherches sur la substansc agglu-
tinée. Annales de l'Inst. Past. 1898, n.o 3, pag. 188. 
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juntando-se a cada tubo 0,2 c.c. de extrato das mesmas culturas, 
extrato ob_tido de culturas em caldo após 5 dias de estufa e em 
seguida fortemente centrifugadas, ficando o liquido perfeitamen-
te transparentes; c) aglutinaç~o da emulsão feita no proprio tubo 
de cultura em gelose. 
A seguir dàmos o resultado dessas experiencias, sendo todas 
feitas com o mesmo sôro aglutinante, contendo cada tubo aproxi-
madamente o mesmo numero de germens (2 bilhões por c. c.). 
saro aglutina nte Plr t itirico (T.lmite l/30.000) 
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Identicas experiencias foram feitas com outros bacilos tifi-
cos e paratificos A e B, dando resultados mais ou menos iguais. 
A leitura do quadro acima nos mostra o seguinte: 
Que a emulsão centrifugada e depois emulsionada em agua 
tisiologica, portanto sem as substancias soluveis das culturas (ex· 
periencia "a"), tanto em duas, como em quatro e vinte e quatro-
horas de estufa, aglutinou menos do que as experiencias "b" e 
<<c"; na experiencia "b", feita com germens centrifugados e emul-
s\onados com nova agua fisiologica, como em ''a", e mais 0,2 c.c. 
de: extrato de culturas homologas em cada tubo de aglutinação, a 
aglutinação foi muito mais acentuada do que em "a" e um pouco-
menos do que a em "c"; e nesta, feita com a emulsão da cultura 
de um tubo de gelose em 10 c.c. de agua fisiologica (germens + 
substancias soluveis) , a aglutinação foi acentuadamente maior do-
que as duas anteriores. 
Pode-se concluir: q1.1e a aglutinação dos bacilos tifico e para-
t:ficos A e B com um sôro imune homologo é mais intensa usan-
do-se as culturas com os seus produtos soluveis do que com os; 
germens centrifugados e depois emulsionados em agua fisiologi-
ca; e que, portanto, a Reação de Widal deve ser feita de prefe-
rencia com a propria cultura, o que nos permite aproveitar a si-
nergia dos anticorpos aglutinantes e precipitantes sobre os micro-
bios e os seus produtos soluveis. 
Os laboratorios usam comumente repicar as culturas em ge· 
lose inclinada, fazendo no dia seguinte a emulsão para o preparO' 
da Reação de Widal. 
O Dr. A. P. de Ulhôa Cintra, fazendo, em 1920, estudos so-
bre a sôro-aglutinação na febre tifoide, chegou :í seguinte conclu-
são: "Fazendo as emulsões nos proprios tubos em que são os ger-
mens cultivados e empregando-as 10' a 15' após termos lançado-
lO c.c. de solução fisiologica em cada tubo de agar, notamos li-
geiro impedimento da aglutinação das mesmas raças, que se dei-
ram aglutinar em títulos mais elevados, quando feitas as cmulsõu 
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retirando-se com a alça material das culturas para ser emulsionado 
~m lO c.c. de solução fisiologica, rigorosamente neutra" (4). 
E' possível que a permanencia da agua fisiologica da emulsão 
em contacto prolongado com o meio, sendo este muito alcalino, 
tenha influencia, sabido como é que a reação do meio influe na 
aglutinação, que dentro de certos limites é favorecida pela acidês 
e diminuída pela alcalinidade. 
Mas, de acôrdo com os trabalhos recentes de W einberg e 
Barotte, e com os protocolos que apresentamos das nossas expe-
riencias, aconselhamos que se faça a emulsão no proprio tubo, 
retirando-a em seguida, aproveitando-se assim tambem as substan-
<:ias soluveis da cultura. 
Pelo que acabamos de observar, não deve haver duvida sobre 
serem de preferencia empregadas culturas com as substancias solu-
veis na Reação de Widal. Temos que dptar entre culturas em 
meios solidos, ou em meios líquidos. 
E' indiscutível que nos meios líquidos mais se encontram as 
substancias soluveis dos microbios, convindo usa-las, sendo prefe-
rível as culturas de 24 horas em agua peptonada, preparada com 
peptona que deixe o meio bem claro. Com o saldo comum ha di-
ficuldade na leitura da reação devido á sua côr. 
A emulsão dos germens cultivados em gelose inclinada, cul-
tura de 24 horas, emulsão feita no priprio tubo, é mais clara ain-
da do que com o emprego de culturas em agua peptonada. 
Portanto, convem optar entre as emulsões feitas no proprio 
tubo, com culturas em meio solido, e o emprego da propria cul-
tura em agua peptonada, que vem sendo aconselhada de prefe-
rencia (Calmette, Nêgre e Boquet) (5). 
Aproveitando o nosso serviço de rotina, fizemos 100 reações 
de Widal, com as respectivas hemoculturas. Na sua maioria fo-
ram feitas no Posto Bacteriologico do Instituto de Butantan (Ins-
(4) O r .. A. P. <ll' t:lh<ia Cintra - S<iro aglutinação, na Fr-
hre Tifoide. Trabalho apresentado á Sociedade de Medicina e 
Cirurgia de S. Paulo, em 21-IV-1920. 
(5) :\lanuel Tl'<'hnique tlr :\lkrohiologie et Sérologie - 1926. 
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tituto Bacteriologico) - quando sobre a nossa direção, - outra~ 
parte foi feita no Instituto de Higiene, onde atualmente traba-· 
Ihamos. 
As reações foram todas feitas com duas raças de B. typhosus. 
e uma dos B. paratyphosus A e B, todas bem aglutinaveis. 
Não foi feito todo o trabalho com as mesmas raças, sendo· 
algumas, ás vezes, substituídas, quer por notarmos uma diminui-
ção na sua aglutinabilidade, quer por coaglutinarem com muita 
facilidade, ou ainda por se tornarem autoaglutinaveis. 
Em cada sôro praticámos a reação usando emulsão feita no• 
proprio tubo de uma cultura em gelose, retirando imediatamente 
a emulsão, e, ao mesmo tempo, usando cultura em agua peptona-
da, ambas após 24 horas de estufa. Aproximadamente emulsão e· 
cultura continham 2 bilhões de germens por c.c .. 
Os sôros foram diluídos a 1!50 e 11100 nas provas com os. 
bacilos tificos e paratificos A; com o paratifico B fizemos dilui-
ções a 11100 e 11200, devido á facil aglutinabilidade deste germem 
a 1!50 com sôros normais. 
As reações foram lidas após mais ou menos 18 horas de es-
tufa a 37°. 
As hemoculturas foram feitas em bile nutrosada a 1: ~. 
Damos a seguir o protocolo das aglutinações e hemocu!turas 
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RESULTADO 
.24 hemoculturas positivas: 
Para o 8. typhosus 
Para o B. paratyphosus A 
Para o B. paratyphosus B 
66 reacções de Widal positivas : 
22 
1 
1 
Com emulsão no tubo de cultura em gelose 
Com cultura em agua peptonada 
66 (e 2 duvidosas) 
66 (e 1 duvidosa) 
No grupo das 22 hemoculturas positivas para o B. typhosus, 
foi a seguinte a distribuição de aglutininas e coaglutininas: 
Emulsão de germens no tubo de gelose 
Aglutinando só B. typhosus . 5 
, B. paratyphosus A . O 
.. 8. paratyphosus B. O 
B. typhosus + B. paratyphosus A. 2 
.. B. paratyphosus B. 6 
.. 8. paratyt)hosus A 
e B 8 
Ausencia de aglutininas 1 
Cultura em agua peptonada 
Aglutinando só B. typhosus . 
, H. paratyphosus A. 
,. B. paratypbosus B. 
13 
o 
o 
B. typhosus + B. paratyphosus A. 2 
,. B. paratyphosus B . 2 
.• B. paratyphosus A 
e B 
Não aglutinando nenhum . 
4 
1 
22,7% 
9,0% 
27,2% 
36,3% 
4,;)% 
59,0% 
9,0% 
9,0% 
18,1 % 
4,5% 
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As reações de Widal feitas com culturas em agua peptona· · 
da, assim como com emulsão de cultura em gelose (esta feita no· 
proprio tubo) , praticamente deram resultados iguais. 
Comtudo, houve maior especificidade nas reações com agua 
peptonada. Dos 22 casos em que a hemocultura foi positiva para 
o B. typhosus, nas reações feitas com emulsão de germens no tubo 
de gelose, 22,7% só aglutinaram o B. typhosus, ao passo que, 
nas reações com agua peptonada, essa porcentagem foi muito 
maior, sendo aglutinado só o B. typhosus em 59,0% dos casos. 
As coaglutinações são, portanto, muito menores na Reação 
de Widal feita com agua peptonada. 
CONCLUSÕES 
Os bacilos tifico e paratificos A e B aglutinam-se melhor 
quando juntos com as suas suhstancias soluveis. 
--o--
Convem, portanto, fazer o sôro diagnostico das febres tifoi-
de e paratifoides (Reação de Widal), com a propria cultura, 
aproveitando-se a sinergia dos anticorpos aglutinantes e rrecipi-
tantes dos sôros sobre os microbios e seus produtos soluveis. 
--o--
H a maior especificidade nas reações . de Widal feitas com 
culturas em agua peptonada do que nas efetuadas com emulsão 
de culturas em meio solido, mesmo que esta seja feita no proprio 
tubo para aproveitar as suas suhstancias soluveis. 
--o--
o sôro diagnostico das febres tifoide e paratifoides (Reação 
de Widal), deve ser feito de preferencia com culturas de 24 ho-
ras em agua peptonada. No caso de se usar cultura em meio so-
lido, a emulsão deverá ser feita no proprio tubo, com o fim de 
serem aproveitadas as substancias soluveis dos germens. 
Dar-se-á em ambos os casos uma floculo-aglutinação. 
-o--
CONCLUSIONS 
The typhoid and paratyphoid bacilli A and B cause greater-
-21-
agglutination when they act simultaneously with their solubl,. 
products. 
-o--
It is therefore advisable to make the Widal reaction, for the 
serological diagnosis of typhoid and paratyphoid fever cases, with 
the r-ulture itself, so as to make use of the agglutinating and 
precipitating antibodies of the serum on the microbes and their 
soluble products. 
The Widal reaction made with cultures in peptonc·water is 
more specific than when an emulsion of the- culture in a solid 
medium is used, even in the cases when this is prepared in the 
test tube so as to avoid the loss of the soluble substances. 
-o--
The serological diagnosis of typhoid and paratyphoid fever 
cases (Widal reaction) should preferably be made with 24 hrs. 
old cultures in peptone water. Whenever a culture in a solid me-
dium is used, this should be prepared in the test tube so as to 
retain the soluble products of the germs. 
In both cases there is observed a floccuhagglutination. 
